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摘 要 
细胞周期蛋白依赖性激酶-5（Cyclin-Dependent Kinase-5，CDK5)为多功能丝
氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族中的一个重要成员。它不参与细胞周期调控，但在神
经系统的发育、神经退行性疾病、癌症的病理进程等中扮演了重要的角色。CDK5
可以特异性地磷酸化包含有(S/T)PX(H/K/R)序列的底物蛋白，其中 S/T 分别表示
丝氨酸/苏氨酸，X 代表任意氨基酸，P 为脯氨酸。 
AKT 也同为丝/苏氨酸激酶，参与胰岛素信号通路的大部分代谢活动，并在
细胞的增殖、凋亡、分化、有丝分裂、细胞的迁移、细胞骨架重排等多种生理变
化过程中充当关键角色。在与 PI3K 组成的 PI3K/AKT 重要信号通路中，激活的
PI3K 可以募集更多的 PIP3，然后激活下游的 PDK1，进而使 AKT 的 Thr308、
Ser473 位点发生磷酸化从而影响其自身的活性。 
表皮生长因子受体（Epidermal growth factor receptor，EGFR）是一种受体酪
氨酸激酶，属于 HER/ErbB 家族中的四个成员之一。EGFR 位于 AKT 信号通路
的最上游，EGFR 由包括胞外区、跨膜区和胞内区三部分组成。其中胞外区为与
配体结合的区域，当与配体结合后，可以通过二聚化引发胞内域形成酪氨酸激酶
活性，并磷酸化下游的 Gab1，从而参与到 PI3K/AKT 的信号通路中。 
根据我们的研究发现，在大脑中 p25 可以通过提升 GSK3β 的激酶活性来引
起 Tau 的过度磷酸化，进而加剧 AD 的发病进程。过表达 CDK5/p25 后可以降低
GSK3β（S9）的磷酸化水平，但是具体的作用机制并不是很清楚。因此阐明
CDK5/p25 如何去调节 GSK3β 的活性，对于我们更好的理解 AD、中风、癌症等
疾病的发生与发展具有重要的意义。 
在本项研究中，我们发现过表达 CDK5/p25 后 GSK3β 信号通路上游的 AKT
的磷酸化水平、EGFR 及其磷酸化水平都显著降低了。而 CDK5、p25 与 AKT 没
有直接的相互作用，表明 AKT 的磷酸化水平的降低并不是由 CDK5、p25 直接
导致的结果。进一步研究发现 CDK5、p25 都可以与 EGFR 相互作用且可以使
EGFR 磷酸化。我们通过软件预测了 CDK5 磷酸化 EGFR 的位点为 T847 位点。
我们发现，该位点的磷酸化对 EGFR 自身的活性并没有影响。通过降解试验和泛
素化实验表明 EGFR 磷酸化后通过泛素化途径进行降解而变得更加不稳定。我们
在神经元上使用 H2O2、CDK5 的抑制剂 Roscovitine、Calpain 抑制剂 MDL28170
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处理的结果以及中风模型中，都验证了我们的理论。 
我们的结果发现了 CDK5 通过磷酸化 EGFR 从而使其通过泛素化途径进行
降解，然后对下游的 AKT、GSK3β 的活性造成影响。 
我们的实验结果拓宽了之前人们对于 CDK5 在神经退行性疾病、中风、癌症
中过度激活后对下游 AKT、GSK3β 的活性如何造成影响的认识，这也为以后针
对该途径为这些疾病进行相关的治疗或干预提供了新的思路。 
 
关键词：CDK5  AKT  EGFR  磷酸化  活性 
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Abstract 
Cyclin-dependent protein kinase-5 (CDK5) is an important member of serine / 
threonine protein kinase family.It is not involved in the cell cycle regulation, but plays 
an important role in the development of the nervous system and neurodegenerative 
diseases, cancer pathology process. CDK5 can specificially phosphorylate its 
substrates which contain (S/T) PX(H/K/R) sequences, wherein S/T represent Ser/Thr, 
X represents any amino acids, P stands for proline. 
AKT is also a protein of serine/threonine kinases family, which involved in the 
most metabolic activities of the insulin singaling pathway, and plays a key role in cell 
proliferation, apoptosis, differentiation, mitosis, cell migration, cytoskeletal 
rearrangement and other biological activities. In the PI3K/AKT signaling pathway, 
activation of PI3K can raise more PIP3, thereby activate PDK1, and thus make the 
Thr308, Ser473 sites of AKT phosphorylated and thus affect its activity. 
 Epidermal growth factor receptor (EGFR) is a receptor tyrosine kinase that 
belongs to one of the members of the HER / ErbB family. EGFR is located in the 
upstream of AKT signaling pathway. EGFR is composed of three parts, including 
extracellular, transmembrane and intracellular region. Wherein the extracellular 
domain is a ligand binding domain, after binding with ligand, the tyrosine kinase 
activity can be formed by dimerization initiated intracellular domain, and 
phosphorylate Gab1, then participate in the PI3K / AKT signaling pathway.  
According to our preliminary research results in nerve cells, enhancing 
GSK3β/p25 activity can increase the phosphorylation level of tau, and thus plays a 
role in AD. Overexpression of CDK5/p25 can reduce GSK3β(S9) phosphorylation 
level, but the specific mechanism is not very clear. Therefore, elucidation of 
CDK5/p25 how to regulate the activity of GSK3β can benefit us to better understand 
AD, stroke, cancer and other diseases. 
In this study, we found that AKT and GSK3β phosphorylation levels, EGFR and 
its phosphorylation levels were significantly reduced after over expression of 
CDK5/p25. And CDK5, p25 and AKT had no direct interaction, that showed the 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
 
results of reducing the level of phosphorylated AKT was not directly caused by the 
CDK5 and p25. We found that CDK5 and p25 can interact with the EGFR and lead to 
the phosphorylation of EGFR. Our software prediction showed that CDK5 
phosphorylated EGFR at the T847 site. We found that the phosphorylation of EGFR 
did not affect its activity. Degradation experiment showed that EGFR degradates via 
the ubiquitin pathway.We used H2O2, CDK5 inhibitor Roscovitine, Calpain inhibitor 
MDL28170 in neurons, which also confirmed our theory. 
We found that the phosphorylation of EGFR by CDK5 led its degradation via the 
ubiquitin pathway, and then the AKT, GSK3β activity were also affected. 
Our results broaden the scope for understanding how CDK5 activate AKT, GSK3β 
activity in neurodegenerative diseases, stroke, cancers, and other diseases, and help us 
find intervention tools for these diseases. 
 
Keywords: CDK5; AKT; EGFR; Phosphorylation; Activity 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
目 录 
 
第一章 序言 ..................................................................................................................................... 1 
1. CDK5蛋白及其功能 ........................................................................................................... 1 
2. AKT蛋白及其功能 .............................................................................................................. 3 
3. EGFR蛋白及其功能............................................................................................................ 6 
3.1 EGFR 信号通路 ........................................................................................................... 6 
3.2 EGFR 的降解途径 ....................................................................................................... 8 
3.3 EGFR 与肿瘤等疾病的关系 ....................................................................................... 9 
3.4 针对 EGFR 作为靶点展开的药物开发 .................................................................... 10 
4.研究内容与意义 .................................................................................................................. 12 
第二章 材料及方法 ....................................................................................................................... 13 
1. 实验材料 ............................................................................................................................ 13 
1.1细胞、菌种以及实验动物来源 ............................................................................... 13 
1.2 DNA和质粒构建 ...................................................................................................... 13 
1.3 抗体 .......................................................................................................................... 14 
1.4 化学药品及试剂盒 .................................................................................................. 14 
1.5 溶液配制 .................................................................................................................. 15 
1.6 培养基配制 .............................................................................................................. 21 
1.7 其它所需试剂和材料 .............................................................................................. 21 
2. 主要实验设备 .................................................................................................................... 22 
3. 实验方法 ............................................................................................................................ 23 
3.1 质粒构建 .................................................................................................................. 23 
3.2 CDK5敲低稳定细胞系的构建 ................................................................................. 26 
3.3 CDK5、CDK5-KD（CDK5-Kinase Death）过表达稳定细胞系的构建 ..................... 27 
3.4 质粒提取方法 .......................................................................................................... 28 
3.5 质粒转染 .................................................................................................................. 30 
3.6 细胞复苏 .................................................................................................................. 30 
3.7细胞培养 ................................................................................................................... 31 
3.8 细胞冻存 .................................................................................................................. 31 
3.9原代神经元培养 ....................................................................................................... 31 
3.10免疫共沉淀 ............................................................................................................. 32 
3.11 免疫印迹 ................................................................................................................ 32 
3.12 体外激酶反应 ........................................................................................................ 34 
3.13 重组 GST标签蛋白在大肠杆菌中的纯化 ............................................................ 34 
3.14 GST pull down 实验................................................................................................ 35 
3.15 中风模型建立 ........................................................................................................ 36 
4. 统计学处理 ........................................................................................................................ 38 
第三章 结果与分析 ....................................................................................................................... 39 
1.  CDK5/p25对 AKT活性的影响 ..................................................................................... 39 
1.1 在 293T细胞上过表达 CDK5/p25对 AKT活性的影响 ......................................... 39 
1.2 细胞系中稳定表达 CDK5/p25对 AKT的活性的影响 ........................................... 40 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
1.3 敲低 CDK5的表达后对 AKT的活性的影响 ........................................................... 42 
2．CDK5、p25与 AKT没有相互作用 ............................................................................... 43 
3．过表达 CDK5/p25引起 AKT信号通路上游 EGFR及其磷酸化水平降低 ................. 44 
4．CDK5的活性对 EGFR的磷酸化水平的影响 ............................................................... 46 
4.1 H2O2处理神经元对 EGFR及其磷酸化水平的影响 ................................................ 46 
4.2在中风疾病模型中的验证 ....................................................................................... 46 
4.3 Roscovitine抑制 CDK5的活性之后对 EGFR的影响 .............................................. 47 
5．MDL28170预处理神经元之后 H2O2对 EGFR水平的影响 ......................................... 50 
6．CDK5、p25可以与 EGFR直接相互作用，并使其磷酸化 ......................................... 51 
6.1 CDK5、p25可以与 EGFR直接相互作用 ................................................................. 51 
6.2 CDK5、p25可以使 EGFR磷酸化 ............................................................................. 51 
6.3 CDK5磷酸化 EGFR的位点 ....................................................................................... 52 
7．EGFR磷酸化之后对其自身的活性没有影响 ................................................................ 53 
8．EGFR磷酸化之后对其自身的稳定性的改变及影响方式 ............................................ 54 
8.1 EGFR磷酸化之后稳定性降低 ................................................................................. 54 
8.2 EGFR磷酸化之后泛素化水平增加 ......................................................................... 55 
第四章  讨论与展望 ..................................................................................................................... 57 
结论................................................................................................................................................. 58 
参考文献 ......................................................................................................................................... 59 
致谢................................................................................................................................................. 63 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
Catalog 
Chapter Ⅰ Introduction ................................................................................................................. 1 
1.CDK5 protein and its functions .......................................................................................... 1 
2. AKT protein and its functions ............................................................................................ 3 
3. EGFR protein and its functions ......................................................................................... 6 
3.1 EGFR pathway ............................................................................................................ 6 
3.2 EGFR degradation pathway ........................................................................................ 7 
3.3 EGFR’s functions in the cancer and other diseases ..................................................... 9 
3.4 EGFR as a target for drug discovery ........................................................................... 9 
4. The contents and significance ........................................................................................... 11 
Chapter Ⅱ Materials and Methods ............................................................................................. 12 
1. Experimental material ...................................................................................................... 12 
1.1 Cells,bacteria and animals ......................................................................................... 12 
1.2 DNA plasmids ........................................................................................................... 12 
1.3 Antibody .................................................................................................................... 13 
1.4 Chemicals and kit ...................................................................................................... 13 
1.5 Solution preparation .................................................................................................. 14 
1.6 Media preparation ..................................................................................................... 20 
1.7 Other necessary reagents and materials..................................................................... 20 
2. The main experimental device ......................................................................................... 21 
3. Experimental Methods ...................................................................................................... 22 
3.1 Plasmid construct ...................................................................................................... 22 
3.2Stably knockdown CDK5 in cell lines ....................................................................... 25 
3.3 CDK5,CDK5-KD stably over-expression in cell lines .............................................. 26 
3.4 Plasmid extraction method ........................................................................................ 27 
3.5 Plasmid transfection .................................................................................................. 30 
3.6 Cell recovery ............................................................................................................. 30 
3.7 Cell Culture ............................................................................................................... 30 
3.8 Cryopreservation ....................................................................................................... 30 
3.9 Primary neuronal cultures ......................................................................................... 31 
3.10 Immunoprecipitation ............................................................................................... 31 
3.11 Immunoblotting ....................................................................................................... 32 
3.12 In vitro kinase reaction ............................................................................................ 33 
3.13 Purified recombinant GST-tagged proteins in E.coli ............................................... 34 
3.14 GST pull down experiments .................................................................................... 34 
3.15 Stroke model ........................................................................................................... 35 
4. Statistical analysis ............................................................................................................. 37 
Chapter Ⅲ Results and Analysis.................................................................................................. 38 
1.CDK5/p25 effect on AKT activity ..................................................................................... 38 
1.1 Overexpressing CDK5/p25 affected AKT activity in 293T cells .............................. 38 
1.2 Stably expressing CDK5/p25 in cell lines affected the AKT activity  ..................... 39 
1.3 Knockdown of CDK5 expression affected the AKT activity .................................... 41 
2.CDK5, p25 had no interaction with AKT ........................................................................ 42 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
3.Overexpression of CDK5/p25 caused EGFR in the upstream of AKT pathway and its 
phosphorylation levels decreased ......................................................................................... 43 
4. CDK5 activity affected on EGFR phosphorylation levels   ......................................... 45 
4.1 EGFR and its phosphorylation levels after H2O2 treatment on neurons   ................ 45 
4.2 Validation in stroke disease model ............................................................................ 45 
4.3 Roscovitin affected the activity of EGFR ................................................................. 46 
5. H2O2 affected EGFR levels before MDL28170 treatment on neurons ......................... 49 
6.CDK5,p25 could directly interact with EGFR, phosphorylate EGFR .......................... 50 
6.1 CDK5, p25 ccould interact directly with EGFR ....................................................... 50 
6.2 CDK5, p25 could phosphorylate EGFR .................................................................... 50 
6.3 CDK5 phosphorylated EGFR sites ........................................................................... 51 
7.EGFR phosphorylation did not affect its own activity  ................................................ 52 
8.EGFR phosphorylation affected its own stability and the pathway  ............................ 53 
8.1 EGFR levels decreased after its phosphorylation    ................................................ 53 
8.2 The ubiquitination levels of EGFR increased after its phosphorylation.................... 54 
Chapter IV Discussion .................................................................................................................. 56 
Conclusions .................................................................................................................................... 57 
References ...................................................................................................................................... 58 
Acknowledgements                                                    62 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
英文缩略词 
 
英文缩略词 
英文缩写 英文全名 中文名称 
CDK5 
 
AD 
AKT/PKB 
EGFR 
cDNA 
Cyclin-dependent kinase 5 
 
Alzheimer’s disease 
Protein Kinase B(PKB) 
Epidermal growth factor receptor 
Complementary DNA 
细胞周期素依赖性 
蛋白激酶 5 
阿尔茨海默症 
蛋白激酶 B 
表皮生长因子受体 
互补脱氧核糖核酸 
CDKs 
 
CHX 
PCR 
Cyclin dependent Kinases 
 
Cycloheximide 
Polymerase Chain Reaction 
细胞周期素依赖性 
蛋白激酶 
放线菌酮素 
聚合酶链式反应 
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
CNS 
PI3K 
GSK3β 
GST 
IS 
 
Central nervous system 
Phosphatidylinositol 3-kinase 
Glycogen synthase kinase-3β 
Glutathione S-transferase 
Infarct side 
 
中枢神经系统 
磷脂酰肌醇 3-激酶 
糖原合成酶激酶-3β 
谷胱甘肽巯基转移酶 
梗死区域 
 
 
 
 
 
 厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 序言 
1 
 
第一章 序言 
1. CDK5蛋白及其功能 
CDK5 也称为神经特异性 CDC2 激酶（NCLK），CDK5 是由脯氨酸介导的丝
氨酸/苏氨酸蛋白激酶，属于 CDK 家族中的特异成员之一。CDK5 目前已被发现
有多达几十多种底物 [1, 2]，其底物中的氨基酸磷酸化位点序列一般为“S/T 
PXK/H/R”，其中 X 可以是任何一种氨基酸，其后一般跟随为碱性氨基酸。在生
理活动中，从细胞的迁移、运动，到神经的突触可塑性、轴突的激活、神经元的
轴突导向和靶向性选择方面以及多巴胺的信号转导、疼痛形成、药物成瘾等多种
神经活动，CDK5 都扮演了重要的角色[3]。 
作为一种依赖性激酶，CDK5 本身不参与调控细胞周期，但是它在大脑中对
神经系统的发育却是必不可少的。CDK5 可以对神经丝蛋白磷酸化，从而促进神
经轴突向外进行生长[4]。CDK5 的缺失导致大脑皮质层状细胞性组构的缺陷，但
是转染 CDK5 至 p35 启动子下游可以逆转该表型。CDK5 基因敲出的小鼠会在胚
胎期就死掉[5]，对 cdk5-/-的胚胎期小鼠大脑染色分析可看到严重的神经元迁移的
紊乱[6]。CDK5 同时在心肌细胞[7]、生殖细胞[8]、胰腺细胞[9]等细胞中也具有重要
的作用。 
另外，CDK5 不与周期蛋白相互结合，CDK5 的激活需要与 p35[10]、p39 或
者 p35 的切割产物 p25 的结合[11]才能发挥功能。在大脑应激损伤情况下，p35 经
过钙激活蛋白酶(Calpain)作用切割成约 25kD 片段大小的蛋白（p25），与 p35 不
同的是，p25 可以过度的激活 CDK5[12]，还可以改变它的细胞的定位[13]和对底物
的特异性选择[14]。 厦
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图 1.1 在神经毒性的情况下，p25 与 CDK5 对神经退行性疾病的影响模型 
Figure 1.1 In the case of neurotoxicity, p25 and CDK5 impact on 
neurodegenerative diseases model 
引自 Tsai,L.H.等 Neuron，2003。 
在阿尔兹海默病的发生发展中，最早改变的主要是 Tau 蛋白的磷酸化，而
Tau 蛋白的磷酸化和去磷酸化之间的平衡调节细胞骨架稳定和轴突的形态，从而
影响它与微管蛋白的结合以及微管聚集能力，并进一步决定神经元的存活。CDK5
的过度激活导致了 Tau 的过度磷酸化，从而引发该疾病的发病进程[15, 16]。在体外
试验中，Aβ 处理神经元能激发 Tau 的磷酸化，也能引起 CDK5 的异常激活[17]。
而 CDK5 的抑制剂处理神经元则可在一定程度上保护神经元[18]。CDK5 的活性的
改变也对肌萎缩侧索硬化（ALS）、帕金森病（PD）等疾病产生调控。 
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图 1.2 CDK5 在神经细胞死亡与存活中的作用 
Figure 1.2 The roles of CDK5 in neuronal survival and neuronal death. 
引自 Cheung 等，Neuroscience Letters，2004。 
在大脑中，CDK5 也可以磷酸化其底物从而改变大脑中神经元的细胞周期进
程，进一步在神经细胞的凋亡中发挥重要作用[19]。另外，CDK5 也可以对细胞周
期进行抑制，而不依赖于其激酶活性。p25/CDK5 的结合可和能与多种细胞周期
相关蛋白相结合的转录因子 pRb 作用，从而导致 pRb 蛋白过度磷酸化，最终发
生细胞凋亡。当细胞处于分裂状态时，CDK5 会由细胞核进入细胞质内。在 cdk5-/-  
小鼠大脑中的神经元过表达 CDK5 的实验中发现 CDK5 可以在核内发挥抑制细
胞周期的作用[20]。这是因为，CDK5 在核内可以和 E2F1 形成复合物，从而使 E2F1
不能与 DNA 结合，进而抑制细胞周期[21]。另外，有研究发现 CDK5 mRNA 在成
年鼠脑中表达最高。因此，可以从 p25 的产生以及对 CDK5 的过度激活而开展药
物研究，来寻找治疗神经退行性疾病的有效途径。 
2. AKT蛋白及其功能 
AKT 又称 PKB，分别由 PKBα、PKBβ 和 PKBγ 编码有 Akt1、Akt2 和 Akt3
三种亚型[22]。AKT 是一种 Ser/Thr 激酶蛋白，近些年来它是基础研究和药物研
发领域最热门的激酶通路之一，多种生长因子、激素、细胞因子的失活或者 Ras
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